PESQUISA DE POLISSACARÍDEOS NO ESPERMATÓFORO 
DE DRYMAEUS PAPYRACEUS (MAWE, 1823) 

(MOLLUSCA, UASTROPODA. PFLMOXATA) ° 

(Com 4 figuras) 


A literatura referente à estrutura dos esper- 
matóforos, na grande maioria, diz respeito aos es- 
permatóforos de Ccpkalopoda. Frettek & Graham 
(1964) detalham espermatóforos deste grupo, refe¬ 
rindo-se apenas a citações de autores que assinala¬ 
ram o encontro destas estruturas em moluscos ter¬ 
restres. Desde os nossos primeiros trabalhos, Tinha- 
mos encontrando estas estruturas em diversas espé¬ 
cies: BuHmulus contmbacnsis Pilsbry, 1897 e Dry- 
maeus papyraceus Mawo, 1823, sem entrar em maio¬ 
res detalhes. 

Imbuídos da intenção de contribuição para um 
melhor conhecimento dos espermatóforos em mo¬ 
luscos terrestres, realizamos o presente trabalho, 
onde fazemos um estudo particularizado destas es¬ 
truturas, dando ênfase principalmente à sua cons¬ 
tituição histoquímica. 

Os esfermatóforos em Drymaeus papyraceus 
estão sempre localizados no canal da espermateca e 
se apresentam como estruturas alongadas (0,6mm), 
com uma das extremidades afiladas (fig. 1). Con¬ 
forme já tivemos oportunidade de citar em tra¬ 
balho anterior (Rezende, 1967), o espermatóforo 
representa um “cartucho” que encerra espermato¬ 
zóides. O “cartucho” é formado por substância 
amorfa e eosinófüa. A parede deste “cartucho” é 
constituída de uma parte externa, amorfa, fraca¬ 
mente eosinófila, e outra interna ligeiramente mais 
espessa, também amorfa, porém de disposição' lami¬ 
nar concêntrica, com maior afinidade aos corantes 
ácidos. Esta última parte apresenta em toda exten- (*) 
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são, num dos lados, um espessamento que faz sa¬ 
liência internamente (fig. 2). Além deste aspecto, 
a cavidade do espermatóforo está subdividida por 
finos septos unidos à porção interna da cápsula que 
delimitam lojas ocupadas por espermatozóides e, 
de permeio com êstes, há material em fornia de pla¬ 
cas, fracamente basófilas (figvs. 3 e 4). 

MATERIAL E MÉTODOS 

5F 

Para o presente, trabalho, coletamos exempla¬ 
res de Dry maeus papyraceus na área da Universi¬ 
dade Federal Rural do Rio de Janeiro. Êstes exem¬ 
plares foram fixados em Bottin (mod. seg. Dubosq- 
Brazil, 1905), formol a 10% e formol-cálcio. Além 
destes fixadores, usamos ainda o fixador mencio¬ 
nado por Lillie, 1954 e fixador segundo Mota et 
al., 1956, indicados por Pearse, 1960 para muco- 
polissacarídeos e mueoproteínas. As inclusões fo¬ 
ram feitas em parafina segundo a técnica usual. 
Os cortes foram efetuados com a espessura de 5 
micra e corados pela Hematoxilina-Eosina e Trierô- 
mieo de G-omori 1950). Para o estudo histoquímico 
foram utilizadas as seguintes técnicas: 

1) Ácido periódico Sehiff (P.A.S.) segundo 
McManus de acordo com Santa Rosa, 1961. 

2) Bloqueio pela acetilacão, conforme McMa- 
nus e Oason, 1950, seguido do P.A.S. 

3) P.A.S. após ação da amilase como indica¬ 
do por Santa Rosa, 1961. 

4) Tripsina seguida do P.A.S., segundo 
Pearse, 1960. 
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5) Forro ooloidal tio Midíer-Mowry (modifi¬ 
cado do Mowrv, (1958), conformo Kanta Rosa, 
1961. 

6) P. A. S. seguido do forro ooloidal do 

MrLIJSR-JIOWIÍY. 

7) Motaoroniasia tamponada do Azul do To- 
luídina em pH 7,0, 5,6 o 8,4 (segundo Landsmeer, 
1951.) do aoôrdo oom Kásso, 1961. 

8) Azul cio Toluidina em pll 5,6 após os pro¬ 
cessos do metilação o saponificação, segundo Spiciüí 
& Lillie, 1959. 

9) Azur I em pll 8,5 e 1,5 (modificado de 
Sjoioer, 1960) como indicado por Santa Rosa, 1961, 

10) Azur í em pll 8,5 após os processos de 
metilação e .saponificação. 

11) Áleian Blue em pH 2,5 segundo Ltson, 
1960. 

RESULTADO E DLSCUKSÃO 

Os resultados obtidos pelos métodos anterior¬ 
mente citados, estão resumidamente mostrados no 
quadro I, onde os valores de la 8 correspondem à 
intensidade da cor visualmente estimada. Os símbo¬ 
los: — significa reação negativa; ± reação fraca¬ 
mente positiva e -j- reação positiva . 

Pela técnica do P. A. H. observamos forte po- 
sitividade na porção interna da parede e nos septos 
(lamelas), enquanto que a porção externa da pa¬ 
rede mostrou reação fracamente positiva. Após o 
emprego do teste de aeetilaeão, todas as estruturas 
anteriormente positivas ao método do P. A. S. mos¬ 
traram-se negativas. O teste da saliva não trouxe 
quaisquer alterações às substâncias de, reação P.A.S. 
positivas, o mesmo acontecendo após o uso de tripsi- 
na. A reação positiva, obtida pelo método do P.A.S,. 
iudiea-nos a presença de grupamentos glieol 1-2, 
desde que o teste de aeetilaeão promova um blo¬ 
queio destes grupamentos. Em vista da hipótese da 
presença de glieogênio ter sido eliminada (pelo tes¬ 
te da saliva), e também a de mucopolLssacarídeos 
neutros (que após o teste da tripsina daria reação 
P. A. S. positiva de menor intensidade), concluí¬ 
mos segundo Leblox et al., 1957, in Pearse, 1960, 
que estaríamos diante de nmeoproteínas ou glico- 
proteínas, não esquecendo também a ausência de 


lipídios reveláveis pelo Sudau Black B. Segundo 
Balboni, 1954 citado por Santa Rosa, 1960, o ma¬ 
terial com estas características é mucoproteína. No 
entanto MayerVç 1955, citado por Uurran, 1964, 
declara não ser possível a diferenciação histoquí- 
mica entre glicoproteína e mucoproteína. 

As demais técnicas empregadas, destinadas à 
evideuoiação dc polissacarídeos contendo radicais 
ácidos, mostraram-se em todos os casos com resul¬ 
tados positivos, com exceção para o Alcian Blue em 
pll 2,5, cujo resultado negativo em várias tentati¬ 
vas assim se manteve. Acreditamos que este fato 
esteja provavelmente ligado à natureza do polissa- 
carídco. 

dom o método de AUiller-Mowry, a porção ex¬ 
terna da parede (cuja reação frente ao método do 
P. A. S. já assinalamos ser fraeamente positiva) 
apresentou áreas de reação negativa e outras áreas 
de reação fracamente positiva. Já. nas lojas o ma¬ 
terial na forma de pequenas placas irregulares ou 
grânulos apresentou reação fortemeute positiva ao 
método dc Mrtller-MovTv. Desde (pie o método de 
Müller-Mowry só nos indica a presença de polissa- 
oarídeos ácidos e para estabelecemos se esta positi- 
vidade se devia a grupos earboxila. sulfato ou fos¬ 
fato, procedemos à realização do teste da metaero- 
masia utilizando o Azul de Toluidina em diferentes 
concentrações hidrogeniônieas. Em alguns casos a 
metacromasia pelo Azul dc Toluidina foi controlada 
por intermédio da metilação e metilaeão-saponifi- 
eação. Por esse método pudemos notar reação posi¬ 
tiva frente ao Azul de Toluidina em pH 7,0 e pll 
5.6. Esta positividade mostrou grau de intensidade 
semelhante ao observado no método de Miillcr- 
iloivry. Desde (jue a metilação bloqueou a reação 
positiva do Azul de Toluidina em. pll 5,6, c consi¬ 
derando-se que a saponificação permitiu positivi¬ 
dade à metacromasia, podemos concluir que o ma¬ 
terial em apreço é um polissacarídeo com radical 
earboxila. Isto ainda é confirmado pelo fato de (pie 
o material apresentou metacromasia em pll 7,0 o 
que não aconteceu em pll 8,4. 

Utilizando ainda o Azur I verificamos, em con¬ 
cordância com os resultados obtidos com o Azul dc 
Toluidina, que o material na realidade é um polis¬ 
sacarídeo ácido earboxilado, em vista de ter apre¬ 
sentado reação metaeromátiea frente ao Azur I em 
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j)II 3,5 o que não aconteceu cm pH 1,0. Segundo 
Hpickr, 1962 hi Curran, 1964, a metaeromasia <nn 
pH l,o indica a presença- de mueina sulfatada en¬ 
quanto que a metaeromasia em pll 3,0 e ausente 
cm pH 1,5 indica a presença de sialtminciiias, mu- 
cínas ácidas não sulfatadas com grupos earboxila 
fortemente dissociados ou nmeinas sulfatadas com 
ésteres sulfato parcialmente mascarados. A possibi¬ 
lidade da existência de sialomuoinas é excluída pe¬ 
lo fato de que tais áreas apresentam reação negativa 
ao método do P.A.B. Da mesma forma não se trata 
de nmeinas sulfatadas com ésteres sulfato parcial¬ 
mente mascarados em vista da metilação ter aboli¬ 
do toda a metaeromasia (Kiuckk, 1960). 

A extremidade afilada do espermatóforo, de 
estrutura maciça, mostra como detalhe particular 
a presença de mucopolissaearídeo ácido earboxilado 
tanto na porção externa quanto na porção interna 
de permeio com o material gíieoproteieo ou muco- 
proteico. liste último aspecto também é notado no 
espessamento longitudinal da porção interna da pa¬ 
rede. 

CONCLUSÃO 

Os testes hisíoquímicos realizados permitem- 
nos concluir que os espermatóforos de Drymacus 
papyraceus Mawe, 1823 encerram dois tipos do po- 
iissaearídeos, sendo um deles uma glieoproteína ou 
mueopreteína e o outro um mocopolissaoarídeo áci¬ 
do earboxilado. 

RESUMO 

Os autores fazem um estudo morfológico e his- 
toquímieo do espermatóforo de Drymaeus papyra¬ 
ceus Mawe, 1823. Pelas técnicas bistoquímieas para 
polissacarídeos evidenciaram a presença de muco- 
proteína ou glieoproteína e de mneopolissaearídeos 
ácidos earboxilado. 

A presença de mueoproteína ou glieoproteína 
foi constatada unicamente na parede e septos do 
espermatóforo. Os mneopolissaearídeos ácidos ear- 


boxifados fõfám evidenciados tanto na parede do 
espermatóforo, misturado com material íuucopro- 
teieo ou gíieoproteieo, como também na forma de 
pequenas massas de permeio com os espermatozóides 
que ocupam as lojas. 
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QUADRO I 

Resultados das pesquisas de polissacarídeos no espermatóforo de 

Drymaeus papyraceus Mawe, 1823. 


MÉTODOS 

PE 

pi 

S 

p 

P.A.S. 

± 

+ 3 

+ 3 


Acetilação 4 P.A.S. 

— 

— 

— 

— 

Amilase + P.A.S. 

±z 

4- 3 

4 3 

— 

Tripsina 4 P.A.S. 

± e — 

4 3 

+ 3 

— 

Müller-Mowry 

— e ± 
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± e — 
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3 

4- Azul Toluidina pH 5,6 
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— 
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—* 
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Azul Toluidina pH 3,4 

— 

— 

— 
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Azur I pH 3,5 
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— 

—— 
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4 Azur I pH 3.5 
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-- 

— 


4 Saponificação 

4 Azur I pH 3,5 

-4“ e ■— 

-“ 

— 

+ 3 

Azur I pH 1,5 

— 

— 

—* 

— 

Alcian Blue pH 2,5 






PE — porção externa da parede. 

PI — porção interna da perede. 

S — septos. 

P — placas das lojas, situadas de permeio com os espermatozóides. 
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Drymaeus papyraceus (Mawe, 1823) - Fig. 1 - Espermatóforo; Fig. 2 - Corte transversal 
do espermatóforo dentro do canal da espermateca. Observar as duas partes que constituem 
a parede da capsula, bem como o espessamento longitudinal que faz saliência interna* Col. 
Hemateina-Astrablau-Eosina. Oc. 1ÜX, ob. ôX, Wild M 20; Fig* 3 - Corte transversal* A ca¬ 
vidade do espermatóforo esta subdividida em lojas por finos septos unidos à parede interna e 
repletos de espermatozóides e material amorfo. Col. Hernateina-Astrablau^Eosina. Oc. 10X. 
ob. 40X, Wild. M2Q; Fig. 4 - Corte transversal. Notar a parte interna da parede do esper¬ 
matóforo formada por lâminas concêntricas de material amorfo. No interior, espermatozóides 
e material na forma de placas. Col. Hemateina-Astrablau-Eosina. Oc. 10X,ob. 4GX, Wild, M 20. 







